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RADY01MMONDENEY 1LE 1NSOUN MiKTAR BEURTH~lNDE 

KA~IT .KROMATOGRAF1 METODU 

Dr . Kemal özkan(x) 

öZET 

Antiinsülin ve insülin bağlanmasıyla meydana gelen 

antikor-antijen kompleksinden radyoimmünolojik deneylerle 

faydalanılarak kanda insülin seviyesi tayini metotlarında 

serbest ve bağlı insülin fraksiyonlarının separasyonu son 

derece.önemli bir konudur. Bu separasyon için zaman alıcı, 

kompleks ve masraflı metotlar ileri sürülmüştür. Bizim bu 

çqlışmamızda oldukça kolay yapılabilen ve ufak bir kağıt 

şeritle yükselen kromatografi tekniği uygulayarak bahis ko­

nusu separasyonun mümkün olduğu gösterilmiştir. Ayrıca bu 

metotla altı kişide ağız ve damar içi yollarıyla yapılan 

glükoz yükleme testleri esnasında kanda insülin seviyesinin, 

ağız yoluyla verilenlerde daha belirgin tarzda yükseldiği 

de saptanmıştır. 

SUMt·1ARY 

Separation of free from ~ntibody-bound hormon is a 

major step in the radioimmunoassay method for the measurement 

of serum insulin level . Most of the methods require elabora­

te and expensive appara~us, and are very time - consuming. In 

this paper a simple modification of the chromatographic im­

muno-assay of insulin is described , using small,dry, verti­

cal chromatographic paper wicks placed directly in the reac-
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tion mixture. tnsulin seeretian during the glueose tol e­

ranee is estimated on six different persons (seven sera 

during oral glueose toleranee test and seven sera during in­

travenous glueose toleranee test in every eases). The results 

are showing more insulin seeretian in oral tests than intra-_ 

venous ones. The rise in blood insulin }evels following j.v. 

glueose is smaller than that- found after oral administration 

Antiinsülin antikoruyla insülin ve radyoaktif insülin 

birleşmesi reaksiyonunu temel olarak alan insülin miktar 

belirtimi metotları çok çeşitli modifikasyonlarla yayınlan­

mışlardır(1•2•3•4•5•6). Bunların hemen hemen tümü Yalow ve 

Berson(7) tarafından ortaya atılan prensibe dayanmaktadır­
lar: Radyoaktif ( 125ı ile işaretli) insülin (!n*) ve antiin­

sülin (A) antikorunun birleşme reaksiyonu, ortamdaki radyo­

aktif olmayan insülin (!n) tarafından inhibisyona ugratılır. 

Her iki tür insülin, antikor molekülünün aynı bölgesine (ak­

tif bölge,birleşme bölgesi, binding site) baglandıkları için 

bu inhibisyon tarzı yarışmalıdır (Compe/titive). 

!çinde tn, !n~ ve A bulunan bir radyoimmündeney sıs­

teminde, denge durumunda reaksiyon denklemi, 

tn+ A~=== tn A 

.tn* + A ~====~tn* A 

şeklinde gösterilebilir. Serum ya da standart çözeltilerden 

- gelerek reaksiyon ortamına katılan ve radyoaktif olmayan in­

sülin molekülleri, antikorun bir kısmını bağlıyaca~ı için 

işaretli insülin-antikor kompleksi kan~antrasyonunun azalma -

sına neden olurlar. Başka deyişle, işaretli insülin ve anti­

kor konsantrasyonları belli ve sabit bir ortamda, işaretsiz 
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insülin konsantrasyonu arttıkça, baglı radyoaktif insülin 

yüzdesi azalır . Deneysel olarak elde edilen bulgulara göre 

bu azalmanın grafigi kuramsal olarak üstel (exponential) bir 

f k · h ' b 1 · · - x d kl · (S) on sıyona , ıper o egrısıne y = A. e en emıne uymak-

tadır (Şekil 1, Şekil 4) . y eksenine + veya "baglanma 

yüzdesi" x eksenine " serbest/total insülin" yazılarak 

s 
B - -;--:;---1) 
S = Ae ve bundan matematik işlemle ve inkübas-

yon kaypı D degerierini de dikkate alarak 

B 
ı 

s bu l unur . = -- s- (1- D) (s-t-b) 

s = Serbest radyoaktif insülin s =.Kör e göre düzeltilmiş 

b = Bag lı ll ll B ll ll ll 
;;: 

s -t b ;;: 'fv !:.al ll ll D = İnkübasyon kaybı 

ŞEK I L : 1 

"s" 

"b" 

Bu çal ışmamızda 
B 
s degerleri, konsantrasyonu be l-

li (standart olan ve olmayan (serum) insülinli ortamlarda he­

saplandıktan sonra konsantrasyonun bir gös te r gesi olarak 

kullanılacakt ır. Amacımız metot geliştirilmesidir. Ancak, 

kullanılan serumlar '· agız ve damar yollarıyla ayrı ayrı 

glükoz yükleme testleri yapılan hastalardan elde edilmiştir . 
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Bu nedenle glükozun iki ayrı veriliş yolunun insülin seviye­

sine etkisi konusuna da kısaca deginilecektir. 

MATERYEL VE METOT 

M a t e r y e 1 : 

Dispebjerg Hospital (Kopenhag-Danimarka) kilinik bi­

yokimya laboratuarında, laboratuarın araç ve gereçlerinden 

yararlanılarak yapılan bu çalışmada, önce intravenöz daha 

sonra oral yoll~ yapılan glükoz yükleme testleri esnasında 

altı hastadan toplam olarak alınan 84 kan nümunesi kullanıl­

mıştır. 

-Standart insülin çözeltisi (10 milünite/ml . ): !nsü­

lin (Human monocomponent !nsülin-NOVO) stok çözeltisinden 

(100 mU/ml.) % 0,9 gr. NaCl ve % 7 gr. albüminli fosfat ta~­

ponu (pH: 8,00 0,04 M.) ile 1/10 seyreltilerek hazırlandı. 

- Radyoaktif insülin çözeltisi (spesifik aktivite: 

50-100 mCi/mg.) !nsülin (NOVO), radyoaktif iyat (Na125 ı, 
Hoechst) ile kloramin oKsidasyonu metoduyla(9) işaretlendi. 
Bunun için Harnilton mikroenjektör pipetleri ve ufak deney 

tüpü kullanılarak oldukça az hacimli ortamda çalışıldı. 

Na125ı (1-3 m Ci), fosfat tamponu (pH: 8,0 0,4 M), insülin 

(2-20 pg) ve chloramine T (B.D.H.) çözeltilerinin (her iki­

sı de pH: 8,00 0,04 M fosfat tamponu içinde) herbirinden 

10 fl. alınarak deney tüpüne sırayla konup karıştırıldı. 

Oksidasyon için 40-50 saniyelik bekleyişten sonra 100 fl . 

sodyum metabisülfit (100 fg Na2s2o5 fosfat tamporrlu çözelti) 

kanarak oksidasyon reaksiyonuna son verildi. Radyoaktifleş­

miş insülin, reaksiyona girmeyen radyoaktif iyodür fazlasın­

dan jel filtrasyonla ayrıldı (10 xl cm. -sephadex G-50 kolonu, 
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% 0,2 gr. albumin içeren fosfat tampon çözeltisi pH: 8,0 

0,04 M ile elüsyon yapıldı). 10 ml. lik fraksiyon -20°C 

de saklandı. Kullanılacagı zaman, gene aynı tarzda fosfat 

tamponuyla 60 ml. hacme kadar seyreltildi. 

- Antii"nsülin antikor çözeltisi: İnsan insülinine kar­

şı kobayian elde edilen antikor (anti-insülin serum dried, 

Wellcome Reagents Limited-England) kullanılarak albüminli 

fosfat tamponuyla (% 0,2 gr. albumin, pH: 8,0 , 0,04 ~ 

0,6 m.M. thiomersal) seyreltildi. Antikor titrasyonuyla 

yaklaşık % 50-70 kadar baglanma gösteren dilüsyonun 1/88000 

oldugu bulundu. Buna göre çalışma esnasında fosfat tamponuy­

la gereken (32 ml.) seyreltme yapıldı. 

M ~ t o t : 

İnkübasyon: Önce, Tablo: 1 de gösterildigi gibi insü­

lin standartları hazırlandı. Hazırlanmış olan bu tüplerdeki 

degişik konsantrasyonlar gösteren onar mililitrelik insülin çö­

zeltilerinden Tablo: 2 de.gösterilen "St" tüplerine 75 er 

mikrolitrelik aktarmalar yapıldı~ 

Standart egri grafiginin çizimi için yapılan bu işlem 

her "St" tüpü için altışar kere tekrarlanarak standart sap­

malar hesapJandı. Bu yöntemle metodun isabet derecesi (pre­

cision) araştırıldı (Tablo 3, Şekil: 4). Herbir standart 

(St) ve serum numunesi (N), bunların inkübasyon kaybı "da­

mage" (DS ve DN) ve kör deney "background" (I<) için üçer 

( triplicate ) olmak üzere Tablo: 2 deki çalışma şemasına 

göre ufak deney tüpleri (9 x 50 mm) içinde çalışılarak 4°C 

de 20 saat inkübasyon için bekletildi. 
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Tablo: 1 

...-:-:---
St 1 St2 K 

ı 

St andart insülin çö-
ı o ı 

30 
zeltisi (lO mU /ml. ) -

ı 
Albüminli tu z ıyx) l O ! 9 ' 09 1 9,07 fosfa t t amponu i 
İnsülin kon- ~U/ml o 10 ı 30 

sant r asyonu 
(xx) 

!Pmol/1 o 69 J 207 

St
3 St4 

60 100 

9 ,04 9 , 90 

60 100 

414 690 
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St5 St6 

200 500 pl 

9,80 ı 9ıı50ml 

ı 

200 500 

1380 3450 
.. (x ) % 7 gr . albumın % 0 ,9 gr . NaCl ı çeren fosfat t amponu 

pH: 8 ,0 0,04 M 

(xx) İnsülin, Mw = 5804 ve 1 U = 0 , 04167 mg . a l ınarak hesap­
lanmı ştır (lO). 

Tablo : 2 

Ds St N D n 

St andart çözelti 75 75 pl - -

Kan se rumu nümunes i - - 75 75 yı 

Albumi nl i fosfat t anponu(x) 100 - - 100 pl 

Rıdyoakti f insülin çözeltis i 100 100 100 100 ;.ıl 

Antiinsülin .;özelti s i 100 100 }l] 
"i - l -.. .. .. 

(x) İnkubasyondan once ve ınkubasyon esnas ında ortama 
gi r en fo s fa t tamponuna katılan albumin (HSA) hem radyo­
akti f olan , hem de ol mayan hor monun t üp c idarlar ına 
yapış ıp kalma s ını önler (ll) . 
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Separasyon: !nkübasyona konan her tüpe karşılık birer 

tane dibi yuvarlak deney tüpü (25 x 100 mm) ve bunların içi­

ne girebilecek boyda kesilmiş ve alt ucu sivriltilmiş Whatman 

3 MM kagıt şeritleri (20 x 120 mm) hazırlandı (Şekil: 2). Kro­

matografik separasyon esnasında ıslaklık sonucu kıvrılma ve 

bükülmeyi önlemek için bu kagıt şeritler uzunlamasına orta­

dan katlandılar (Şekil: 2). Kromatografi tüplerinin dip 

kısımlarına kendi karşılıkları olan inkübasyon tüplerinden 

. alınan karışımlardan 75 er pl kondu. -Bu işlemler için Ha­

milton mikroenjektörleri ve Lang-Lewi konstriksiyon pipet­

leri kullanıldı . Sıvı damlasına sivri ucu temas edecek tarz-

da kagıt şeritler yerleştirildi. 75 pl. sıvı yaklaşık olarak 

3 dakika içinde kagıt boyunca 25 mm. kadar yükseldi. Sıvının 

tamamı kagıda absorplandıktan sonra tüplerin dip kısmına 

400.pl % 0,2 gr. albüminli tampon çözeltisi kondu. Tüpteki 

sıvının kaybolmasından sonra bir kere daha albüminli tampon 

koyma işlemi tekrarland~. Kör deney için boş kagıt şerit 

kullanıldı. Kromatografi tüpleri i ç lerindeki kagıt şeritler­

le birlikte etüve konarak 120°C de iyice kurutulduktan sonra 

şeritler tam ortalarından enlemesine kesilerek üst ve alt 

yarıları ayrı ayrı gama sintilasyon sayaç aletinin özel tüp­

lerine yerleştirildiler. Alt yarım kısımda serbest, üst ya­

rım kısımda ise baglı radyoaktif insülin bulunmaktadır. Sin­

tilasyon sayısında her tüp için iki dakika olmak ·üzere rad­

yoaktivite ölçüle rek (gamma scintillation Counter, Baird 

Atomic, !so/matic, Modeı 707, Well sample charger) kaydedil­

di (Baird Atomic Mode l 620 Printer) . Her ölçü serisinde boş 

kagıtla yapılan kör deney (background) ölçümleri de yapıldı. 
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(Her bir standart veya serum için üçlü "triplicate" de­

ney yapıldıgına göre kagıt şeritlerin ortadan kesilmesiyle 

her bir serum veya standart için altışar adet sintilasyon 

ölçümü yapılmış olmaktadır). 

Cam tüp 

ŞEKiL : 1 

H e s a p 1 a m a: 

Standart ve nümunelerde baglı(b) ve serbest(s) radyo­

aktiviteleri ölçüldükten sonra bu degerlerden kör deney 

"background" (k) degeri çıkarılarak düzeltilmiş radyoaktivi­

te degerleri, sırayla B ve S bulundu. Ayrıca standart seri­

sı ve her hasta serisi için konan inkübasyon kaybı, (D) tüp­

lerinin radyoaktiviteleri kaydedildi. Üçlü deneylerin orta­

lamalarını alan ve ~ : l - (l-D)(s+b) formülüne göre 

programlanan masa bilgisayarı (table computer, Dieh1 Combitran 

S 10/10 programme) ile herbir serum ve standart için ayrı 

ayrı baglı/serbest oran degerleri hesaplandı (Şekil: 3). 
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st. JJ~~o . 9440 
~~:~42.0000 

1339.0000 
1548 . 0000 

0 . 5207 
1289 . 0000 
1635 . 0000 

0.5523 
1391.0000 
1463 . 0000 

0.4880 
OpUf.,J. o . 5203 

1515.0000 
1368 . 0000 

0.4350 
1561.0000 
1412 0000 

0.4360 
1518.0000 
1310.0000 

0.4190 
0 . 4300 

1585.0000 
974 . 0000 

0 . 2978 
1494 . ')000 
1102 . 0000 
1524.0000 
1055 . 0000 

0.3394 
30 .1'-U/-l. o. 3330 

1603.0000 
870 . 0000 

0.2534 
1451.0000 

778.0000 
0.2398 

1626.0000 
854.0000 

o. 2427 
6o~Uj-t. o . 2453 

-1 7-

1605.0000 
721.0000 

0.1853 
1744.0000 

709.0000 
0.1605 

1792 .0000 
784.0000 

0 . 1883 
IPIJ)'o/..1. o . 1780 

1891.0000 
639.0000 

0.1112 
1698.0000 

650.0000 
0.1368 

1866.0000 
620 . 0000 

0.1042 
.ıoo ;ıll/.J. o. 1114 

1944.0000 
57 3 .0000 

0 .074 3 
2056.0000 

529.0000 
0 . 0450 

1874 . 0000 
515.0000 

o. 0482· 
soo )1./Jj-t. o. 0558 

Şeki l: 3 
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Tablo 1 de gösterilen standartl·ara karşılık olan B/S 

değerleri ordinata, insülin konsantrasyonları ise apsise 

işaret lenerek milimetrik kağıtta standart e~i grafiği (ca­

libration curve) çizildi (Şekil: 4). Bu eğri yardımıyla se­

rum nümunelerindeki insulin konsantrasyonları bulundu. 

c 
M 

o 

V 

;;; 

c 

:"; 

.~ 

~ 

! .., 
M 

"' 

0,70 

cuo 

0,50 

O,, O 

0,30 \ 
"" ~~ 
oıo ! 

10 30 60 100 200 300 , 00 

Radyoaktif olmayan insUtin kensantra.syoAJ4,1Uim1-l 
Standart Egri Grafi Oi 

ŞEKİL : ' 

500 

1ntravenöz ve oral (sırayla 0,33 gr/kg. ve SO gr. glü­

koz ile) yapılan yükleme süresinde hastalarda saptanan insü­

lin salgılarna durumları grafikler halinde gösterildi (Şekil: 

5,6,7). 
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Metodun i sabe t derece s ini (precision) saptamak için 

yapılan mükerrer deney sonuçları Tablo: 3 tedir. Bu dege~­

lerin grafik olarak karşılıgı standart egri grafiginde gös­

t erilmiştir (Şekil: 4). Her bir standart insülin konsantras­

yon ıçın yapılan tekrarlamalı altışar deney için he saplanan 

standart sapma ve varyasyon katsayısı yüksek insülin deger­

Ierinde varyasyonun artıgını ortaya koymaktadır. Başka de­

yişle isabet derecesi (precision) azalmaktadır. 

Tablo: 3 

ilnSülin konsantras- ı 

10 ı yonu (p.U/ml) o 
ı 

30 60 100 200 soo 

B/S (ortalama 
deger) (N : 6) 0,52 0,43 0,33 0,25 0,18 0,12 0,06 

Standart sapma 0,021 o,ou o,o1 tı! 0,033, 0,031 0,022 0,010 
(N = 6) 

Varyasyon katsa-
ı 

y ı sı (coeficient 4,05 6, so
1 

4,25 13 , 20 17,20 18,25 16,60 
of variation) ı 

Hasta serumlar~yla yapılan deney sonuçları Tablo: 4. 

t e ve bunların grafikleri de Şekil: 5,6,7 de görülmektedir. 

Bu grafiklerin incelenmesi gene llikle agızdan (p.o) yapılan 

glükoz yüklemelerinde insülin salgılamasının belirgin biçim­

de damar içine(i.v.) göre daha fazla oldugunu anlatmaktadır . 

Bu artış grafikle rde gene llikle 40-90 dakikalar ara­

sında bulunan maksimum dege.rlerde aç ıkça görülmektedir . De­

ney süre since salgılanan insülinin kanda ortalama konsantras­

yonları arasında bu iki yolla bulunan farkların istatistik 
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ı 
t\..ı 
l..v 

ı 

~alma Hast anı 

ve G k.) 

A.Kastoft p.o . 
(Ş ekil: 6-III) ı .v . 

L.Borring p.o. 
(Şekil: 6- IV) ı . v. 

A. Kofod p.o. 

(Şekil ': 5-I ı.v. 

C.Thomsen p.o. 
(Şekil: 5-II) i.v. 

B. Jensen p.o. 
(Şekil: 7-V) ı.v. 

A.Wramstrup p.o. 
(Şekil: 7-VI) ı.v . 

--~--

Tablo: 4 

- 10 10 

9 22 
ll 10,5 

16 21 
17 25 

9 31 

9 10 

17 65 
16 32 

" 10 40 
6 10 . 

15 23 
9 10 

30 60 90 

19 37 5 
14 9,5 10,5 

25 40 50 
27 28 25 

34 59 35 

22 19 19 

72 85 55 
35 40 22 

66 54 25 
ll 10 9 

31 14 58 
19 19 20 

--

120 

13 
ll 

47 
35 

36 

12 

27 
19 

30 
9 

10 
19 

150 

12 J.lU/ml 
ll " 
42 11 

15 11 

28 ll 

15 ll 

35 11 

32 11 

22 11 

9 " 
20 ll 

ll 11 

gıtc 
'< c 
~ ... 
!"Rı 
><::ı ::.-o 
..,'Tl 
• ll> 

-"' <.0 ı:: ..., -
en (D 

~. 

tl 
"' a3. 
~. 
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bakımından anlamları (significance) varyans analizi metodu 

F . (12 •13 •14) ·ı ld (T bl ı:: 6) Go··-ve testı ı e araşt ırı ı a o: J ve . 

rüldügü üzere I,II ve V ile işaretli şahıslarda (Şekil: 5 

ve 7) agız yoluyla glükoz verilmesinde insülin seviyesi an-. . 

lamlı derecede artmaktadır . Ötekilerde ise maksimum deger-

deki belirgin artışa karşın7 ortalama artış istatistik bakı­

mından önemsizdir. Glükozun agız ya da damar yoluyla veril­

mesiyle insülin cevab ının farklı oluşuna ilk dikkati çeken­

l er Yalow ve Berson'dur(l). 

Tablo: 6 

Deney No. F(x) degeri Anlam 

I 18,90 Anlamlı 

II 7,60 Anlamlı 

III 2,34 Anlamsız 

IV 4 , 31 Anlamsız 

V 17,90 Anlamlı 

VI 1, 76 Anlamsız 

F0 05 ~ 4,96 ( 1 ve 10 serbestlık derecesi) , 

(x) Gruplar arası varyans ın gruplar 
içi varyansa oranı 

Bu araştırıcılara göre agız yolundan glükoz verili şin­

de 30-60 dakika içinde maksimum insülin seviyes i görülmekte­

dir. 2 saat sonra bu seviye normale dü şmektedir. Hunter(lS) 

ı se agız yoluyla glükoz ver'ilişinden 60 dakika sonra maksi­

mum seviyeye erişildigini belirtmektedir. Bu araştırıcıya 
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Varyasyon Cinsi 

III 

IV 
" Cil 
t1l 

I ~ 
t1l 

~ 
II t1l 

.-1 
Q.. 
::ı 

V ~ 
(.!) 

VI 

III 

IV 

." I ()o 

·" 
~ 

II t1l 
.-1 
Q.. 
::ı V ~ 

(.!) 

VI 

III 

IV 

I 

~ 
.-1 

II 
ı:ı. 
o 

H V 

VI 

Tablo: S Varyans Analizi Şeması 

Sapma Kareleri Serbestlik 
Toplamı Derecesi 

144 ı 

408 ı 

1518 ı 

2106 ı . 

2670 ı 

280 ı 

616 lO 

944 lO 

749 lO 

2779 lO 

1493 lO 

1598 lO 

760 ll 

1352 ll 

2267 ll 

4885 ll 

4163 ll 

1878 
ı 

ll 

(x) Varyans : sapma kareleri ortalaması 
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267() 

280 

61,6 

94,4 

74,9 

277,9 

149,3 

159,8 
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göre 2-3 saat sonra kanda insülin konsantrasyonu başlangıç 

seviyesine inmektedir. !nsülin artışı, başka deyiş le insü­

l i n cevabı muhtemelen pankreas beta hücrelerine ulaşan yük­

sek glükoz konsantrasyonunun bir yansımasından ibare ttir(l6) 

Ağız veya damar yoluyla meydana getirilen bu yükse lme l e r e 

farklı cevap verilişinin nedeni tam anlamıyla aydınlanmış 

değildir. Sindirim yoluyla verilişinde bu sistem organla­

rının (duo.denum v. b) cidarından salgılanan bir maddenin özel­

likle insülin salgısını artırması olasılığı düşünülebilir. 

Böyle bir madde sekretin, pankreozimin veya glükagon gibi 

bu bölgede vnrolan bir madde olabilir(16 •17 •18). 

Bağlı tti) ve serbest (S) insülinin birbirinde n ayr ıl­

ması olayı, radyoimmün deneylerde en önemli konulardan biri­

dir. Ayrılma (separasyon) sayesinde bunların ay~ı ayrı r ad­

yoaktivitelerini ölçme olanağı elde edi!di . Çeşitli peptid 

hormonlar için separasyon metodlarını başlıca üç gruba ayır­

mak mümkündür: 1 - 1nkübasyon ortamından serbest hormenu ayı-

ı d d ı k•• •• (i 9) d X • • • • • ran metot ar a, estran ı omur , anyon e5ı ştırıcı reçı-

ne(1•20) talk veya silika(2l) v.b . maddeler kullanılmaktadır . 
2 - !nkübasyon ortamından bağlı hormenu ayıran metotlardan 

"f "k k . . d (2 •3 •4 •22) . ı b""l" d çı t antı or te nığın e antı gama g o u ın yar ı-

mıyla önce antikor çöktürülür sonra antijen olan hormonla 

birleştirilerek kağıt filtrasyonu ya da santrifüjle ayırma 

işlemi yapılır. 3 - !nkübasyon ortamından serbest ve bağlı 

insülin moleküllerini aynı zamanda ayıran metotlarda çe ş itli 

elektroforez teknikleri (nişast a jeli, s e llüloz aset at,po-

1 . k ·ı "d . 1")(23,24) . ı f "l (25 26) ·ı . .. ··ı ıa rı arnı Je ı , Je ı trasyon • ı erı suru -

mektedir. Bundan başka, tuz presipitasyonu( 2l) veya organik 

solventlerle serbest hormenu bağlı olandan ayırma yollarını 
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ortaya atan metotlara da literatürde rastlanmaktadır( 28 • 29 ) 
·Ba~l ı ve serbest radyoaktif insülini ayırmak için uyguladı­

gımız yükselen ka~ıt kromatografi (ascendent paper chroma­

tography) tekni~i ötekilerden daha kolay yapılabilen bir 

separasyon metodudur . Ba~lı durumt olan insülin, fosfat 

tamponlu solvent ile hızla yürümekt ır. Serbest durumda 

olan ıse alt uçta, tatbik yerinde k maktadır. 

Otoradyogramla saptandı~ına göre ba~lı ve serbest rad­

yoaktivite pikleri yatay kromatografiye nazaran dikeyde da­

ha iyi4bir tarzda birbirindan ayrılmaktadır( 30). Ka~ıt şe­
ridin alt başlang ıç ucundan yarısına kadar olan kısım ser: 

best insülini, yarıs ından yukarı kısım ıse ba~lı insülini 

kapsamaktadır. Bu nedenle ka~ıt şerit kromatografik sep~­

rasyon ve kurutma işlemlerinden sonra - tam orta yerinden 

kesilmekt e ba~lı ve serbest fraksiyonlar birbirinden ayrıl­

mı ş olurlar. Bu iki fraksiyonu taşıyan ka~ıt parçalarında 

radyoaktivite ayrı ayrı ölçülüp d2~erlendirilebilir. Ka~ıt 

şeritler tüp içinden çıkar ılmadan kurutulmak suretiyle , par­

çalanmalar ve tem~s sonucu olabilecek kirlenmeler (contami­

nation)önlenmiş olmaktadır. 

Deney ortamında radyoaktif olan ve olmayan insülin mo­

leküllerinin bir kısmı inkübasyon süresince, gerek serumdan 

gelen proteol itik enzimler (plasmin vb .) gerekse başka et­

kenlerle (ısı, hava, vb.) parçalanabilirler . Bu harabalma 

veya denatürasyon olayını, başka söyleyişle , inkübasyon kay­

bını (damage) bilmek gereklidir. Her bir standart serisi 

ve her bir hasta serumu ile berabe r aynı şartlarda deneye 

sokulan ve içlerine antiinsülin kanmayan "D" işaretli tüpler, 
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işte bu inkübasyon kaybını belirtmektedir. D tüplerinde 

(Tablo: 2) bulunacak olan radyoaktivite degerleri B/S ora­

nının bilgisayarla yukarda metot bölümünde gösterilen üstel 

fonksiyon denklemine göre hesaplanmasında dikkate alınmış-

t (24,27,31) 
ır . 

Öteki insülin tayin metotları içinde literatürde çok 

k ı "f "k k .. d (1, 2 •3 •4 ) . . ··ı· sı rast anan çı t antı or te nıgın e antıınsu ın-

insülin kompleksi, ikinci bir antikorla (precipitating se­

rum) kobay antigama globülini ile presipitasyona ugratıldık­

tan sonra santrifüj ya da süzmeyle ayrılır. Bu tür metot­

larda serumlardan gelebilen ve spesifik olmayan maddeler, 

antijen-antikor reaksiyonuna ve separasyona inhibitör ola­

rak etki edebilirler. Bu metotların bir başka sakıncası 

da, inkübasyon süresinde olabilen radyoaktif iyotlu insülin 

denatürasyonunu dikkate alamayışlarıdır. Halbuki, kroma­

tografik(1•23•24•26•30) metotlarda bu denatürasyon (inkübas-

yon kaybı) kolayca dikkate alınıp belirlenebilmektedir. 

Uyguladıgımız yükselen kagıt kromatografi metodunda bu sa­

kıncalar önlenmcş olmaktadır. Çünkü bu metotta antiinsüli­

nin önceden çökeltilmesi ve daha sonra çökeltinin filtras­

yon,ya da santrifüjle ayrılması bahis konusu olmayıp serbest 

insülin ve bagla insülinden ibaret olan antijen- antikor komp­

leksinin kromatografik göçme özelliklerinin farklı olmasın­

dan yararlanılmaktadır. Radyoaktif iyotlu insülinde inkü­

basyon esnasında olabilen parçalanma da "D" tüplerindeki 

deneylerle saptanmakta ve nihai hesaplamada dikkate alınmak­

tadır . 

Not: Bu çalışmanın yapılmasında laboratua·r olanakları­
nı saglayan Kopenhag Bispebjerg hastanesi klinik 
biyokimya laboratuarının başta sayın direktörü 
Prof.P.Lous olmak üzere teknik yardımlarını gördü­
güm Dr.Jens Fr.Rehfeld ve Miss Lotte Kastoft'a 
teşekkürü bir borç bilirim. 
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